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Samenvatting
Cellen zijn de fundamentele bouwstenen van levende organismen. Het constante
delen en kopiëren van hun genetisch materiaal, DNA, resulteert in een volgende
generatie cellen. DNA replicatie, het dupliceren van het genetisch materiaal net
voor de celdeling, is een proces dat in alle levende cellen plaats vind. Dit kopiëren
van DNA wordt uitgevoerd door specifieke eiwitten, de zogenaamde DNA polyme-
rases, tijdens een zeer gecoördineerd proces. Voor een-cellige organismen, zoals
de Escherichia coli (E. coli) bacterie, betekent dat een compleet nieuw (en identiek)
individu wordt gegenereerd, inclusief het betrouwbaar dupliceren van miljoenen
baseparen aan genetisch materiaal.
E. coli bevat 5 verschillende soorten DNA polymerases (DNA Pols): Pols I en III
repliceren DNA onder normale omstandigheden met hoge nauwkeurigheid en zijn
niet in staat om beschadigd DNA te kopiëren; Pols II, IV en V worden tot expres-
sie gebracht als reactie op toegebrachte schade aan DNA en voeren foutgevoelige
translesie (TLS) DNA synthese uit over deze beschadigde plekken. Cellen worden
constant blootgesteld aan zware condities: UV licht van de zon, tekort aan voedings-
stoffen en extreme pH en temperatuur zijn allemaal factoren die een aanzienlijke
impact hebben op het cellulair metabolisme en kunnen leiden tot beschadigingen
aan het DNA.
Decennia aan onderzoek hebben geleid tot een gedetailleerd inzicht in hoe deze
verschillende polymerasen werken, echter een groot aantal belangrijke vragen zijn
nog altijd onbeantwoord: hoe kan de cel betrouwbaar DNA repliceren terwijl het
DNA templaat beschadigd is? Hoe coördineert de cel welk type DNA polymerase
wordt gebruikt voor het kopiëren? In deze thesis ligt de focus op de ontwikkeling van
nieuwe type fluorescentie microscopie technieken om individuele DNA polymerasen
te zien en te bestuderen in levende bacteriële cellen om zo deze en gerelateerde
vragen te beantwoorden.
In hoofdstuk 1 wordt de achtergrond uiteengezet over het mechanisme van bac-
teriële DNA replicatie en worden de eiwitten geïntroduceerd die betrokken zijn bij dit
gecompliceerde en gecoördineerde proces. Als eerste introduceer ik het replisoom
als zijnde de DNA replicatie fabriek, gevolgd door een discussie over de betrokken
eiwitten en geef ik een beschrijving van hoe de activiteiten van de verschillende
soorten DNA polymerases zijn gecoördineerd in het replisoom. Verder beschrijf ik
wat bekend is over de gevolgen voor de cel wanneer het DNA beschadigd raakt.
Tevens zal ik in dit hoofdstuk in detail het onderliggende moleculair mechanisme
van de bacteriële SOS-respons, een centraal concept in deze thesis, omschrijven.
Bacteriële cellen reageren op omgevingsdruk door globale patronen van genen tot
expressie te brengen. Gedurende de SOS-respons worden enkele verschillende
soorten foutgevoelige DNA polymerasen tot expressie gebracht als reactie op de
geïntroduceerde schade; dit mechanisme is een noodzakelijke stap voor cellen om
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DNA replicatie te herstarten. Om het aantal geïntroduceerde mutaties te beperken
zijn extra beschermingslagen van regulatie benodigd om te regelen wanneer de
verschillende soorten fout-gevoelige polymerasen worden geactiveerd.
Alhoewel de biochemische activiteiten van DNA polymerasen uitgebreid geka-
rakteriseerd zijn, blijven vele vragen over hun regulatie en competitie in vivo on-
beantwoord. Het is bijvoorbeeld onbekend hoe en wanneer een vastgelopen DNA
polymerase III – de belangrijkste polymerase in het replisoom – wordt verwijderd
van de beschadigde locatie op het DNA in vivo, of dat TLS polymerasen in staat zijn
om toegang te krijgen tot onbeschadigd DNA. Dit soort vragen zijn zeer relevant
voor ons begrip van mutagenese en haar rol in de evolutie. De cellulaire omgeving
is buitengewoon complex en dicht bezaaid met allerlei moleculen. Met de ont-
wikkeling van zeer gevoelige en hoge-resolutie microscopie en daarnaast moderne
genetische manipulatie technieken, kunnen we eiwitten in levende cellen modifice-
ren en in real-time volgen. Het direct zichtbaar maken van moleculaire processen
in levende organismen is wellicht het beste te vergelijken met het vinden van een
vriend met een zwart t-shirt tijdens een rock concert waar honderdduizenden men-
sen aanwezig zijn – in het donker. Recente ontwikkelingen in het vastleggen van
beelden en genetische technieken geven de mogelijkheid om je vriend een pet te la-
ten dragen met daarop een stroboscoop. Ondanks dat hij daardoor nu eenvoudiger
te vinden is, blijft het nog steeds een uitdaging. In het laatste deel van hoofdstuk
1 vergelijk ik kort ensemble en enkel-molecuul technieken, zet ik de beperkingen
van elk uiteen, geef ik weer wat de moeilijkheden van in vivo experimenten zijn en
beschrijf ik recente enkel-molecuul onderzoeken aan DNA replicatie. Het toepassen
van state-of-the-art technieken vergt de ontwikkeling van analytische technieken en
nieuwe experimentele protocollen. In hoofdstuk 2 beschrijf ik open-source software
die ik ontwikkeld heb om de vele analyses die zijn gebruikt tijdens het onderzoek
dat is beschreven in deze thesis te stroomlijnen. De software is ontwikkeld als een
plugin voor de alom-bekende beeld-analyse software ImageJ.
In hoofdstuk 3 beschrijf ik de experimentele artefacten die we zijn tegen geko-
men gedurende de ontwikkeling van een protocol voor fluorescente eiwit markering
in E. coli. We hebben gezien dat het populaire en veelgebruikte rood-fluoriscerende
eiwit mKate2 bind aan het binnenmembraan van bacteriële cellen terwijl het vrij zou
moeten diffunderen door het cytosol. Het is opmerkelijk dat deze mislocalisatie al-
leen zichtbaar is bij zeer lage eiwitconcentraties. Deze waarneming beïnvloedt en
verandert de interpretatie van eerder werk in dit veld en roept op tot extra controle-
experimenten in enkel-molecuul studies betreffende cellulaire lokalisatie.
Hoofdstuk 4 beschrijft een studie naar hoe Escherichia coli reageert op DNA
schade. Schade in chromosomaal DNA blokkeert replicatie, welke op haar beurt de
SOS schade respons induceert. In eerste instantie ondersteunen deze mechanis-
men het herstarten van replicatie door het gebruik van niet-mutagene DNA herstel
strategieën zoals nucleotide- of base-excisie reparatie. Wanneer deze strategieën
falen zal de accumulatie van DNA beschadigingen fout-gevoelige DNA polymerasen
tot expressie brengen als het laatste redmiddel om DNA te synthetiseren voorbij de
laesie. Dit werk richt zich op DNA Polymerase V (Pol V), een enzyme dat laat in de
SOS respons tot expressie wordt gebracht en omschreven wordt als sterk mutageen.
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Door zijn hoge intrinsieke mutageniteit worden Pol V concentraties laag gehouden
in de cel. In dit hoofdstuk gebruiken we enkel-molecuul fluorescente technieken
om UmuC (een onderdeel van Pol V) te visualiseren in levende cellen en om ook zijn
gedrag in ruimte en tijd te karakteriseren. We laten zien dat Pol V wordt gecontro-
leerd door een tot hiervoor onontdekte regulatie-laag waarbij het enzyme tijdelijk
aan het membraan wordt gebonden om te voorkomen dat het toegang krijgt tot
DNA voordat andere, minder mutageen TLS polymerases de kans krijgen hun werk
te doen.
Wat zijn de moleculaire mechanismes die betrokken zijn bij de selectie van de
juiste polymerase die actief moeten zijn op het DNA? De oorspronkelijke moleculaire
opvatting in het veld is gebaseerd op polymerase schakeling, een model waarbij
de positie van de verschillende polymerasen in het replisoom vinden door massa-
actie, gedreven door de concentratie van elke soort DNA polymerase en de daarbij
horende affiniteit met het DNA en replisoom.
Hoofdstuk 5 beschrijft dit multi-polymerase scenario in levende E. coli cellen.
Ondanks dat de biochemische activiteit van de TLS polymerasen goed bekend zijn,
zijn er nog altijd veel open vragen rondom de regulatie van en competitie tussen
deze enzymen in vivo. Door gebruik te maken van genetische manipulatie en enkel-
molecuul beeldvorming zijn we in staat om het cellulair replisoom en Pol V in E. coli
stammen te traceren waarbij de overige TLS polymerasen Pol II en/of Pol IV ont-
breken. Door het verwijderen van deze eiwitten zijn we in staat om te testen in
hoeverre massa-actie gedreven mechanismes de polymerase uitwisseling en toe-
gang tot het DNA reguleren. We ondervonden dat de aanwezigheid van Pol II
en IV weinig effect heeft op het aantal Pol V moleculen dat gebonden is aan het
replisoom of op andere locaties op het chromosoom.
Tot slot zal ik in hoofdstuk 6 de implicaties van dit werk op de huidige model-
len over TLS polymerase uitwisseling beschrijven. Gespecialiseerde DNA polyme-
rasen zijn sleutel- spelers in de evolutie. Ze bevorderen de genetische diversiteit
en stimuleren de aanpassing door de genetische variatie te vergroten. Met name
het begrijpen van de moleculaire paden die worden bewandeld in de evolutie on-
der zware omstandigheden zouden kunnen verklaren waarom bacteriën resistentie
ontwikkelen voor antibiotica of waarom kankercellen niet reageren op bepaalde
behandelingen.

